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[ ZusaxnBiQn£ass'ang] 

Die vorliegend© Erf indung beschreibt ein Verf ahren zur ZyJcli- 
sierung von Peptiden und Protelnen, bei dem lineare Thioester 
als Substrate dienen.. Die Zyklisierutig wird durch Thioestera- 
se-Domanen'von NRPS- Oder .pKS-Zyklasen katalysiert . Die 
er/iftdungsqemafilen Substrate bestehen aus einem linearen 
Peptid, an das eine ladungsstabilisierte aromatische/ hetero- 
aromatische oder araliphatische Abgangsgruppe gebunden ist. 
Diese Substrate fdhren zu hoheren Auabeuten und Reaktionsge- 
schwindigkeiten von mit bisherigen Verfahren zyklisierbaren 
linearen Peptiden und gestatten dartlber hinaus auch die 
Zyklisierung solcher Peptide, die bisher nicht zyklislerbar 

* * 

war en. 
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Auf der Suche nach neuen Medikamenten geraten Naturprodukte 
5 zunehmend in den Fokus der Wissenschaft und dienen ihr als 
Leltstruktur ftlr die Entwicklung neuer Wirkstoffe. Diese 
pharmakoiog j sch relevanten Molektlle werden von Bakterien Oder 
Ptlzen synthetisiert, und ihr Wirkungsspektrum reicht von 
antibiotischen (inf ekti onskrankheiten) Uber 
10 - zytostdti schen (Krebs) bis zu 

• - iroiuunsuppressiven (Organtransplantation) Eigenschaf ten . 
Die. Synthese dieser kleinen -Moleaktile erfolgt in der Natur 
meist an grofien Multi en2ymen, die hauptsachlich Peptide, 
Polyketide odor ein Hybrid aus bGiden herstellen. Prominente 
15 Beispiele fUr solche Verbindungen slnd Penicillin, Cepha- 
losporin, Daptomycin, EpothiJon und Cyclosporin, die zum Toil 
schon seit langer Zoit erfolgreich in der Medizin eingesetzt 
werden. Eine gemeinsame Eigenschaft dieser Verbindungen ist 
die zyk3ische Struktur, die fUr die biologische Aktivitat 
20 entscheidend ist- Viele der oben genannten Verbindungen 

besitzen keine oder eine stark verminderte Wirksamkeit, wenn 
sie linear vorliegen. Im Gegensatz zu linearen MolekUlen ist 
bei zyklischen MolekUlen die konf ormatorischo Flexibilitat 
(die freie Bewegung und Rotation) durch den Ringsohluss. 
25 vermindort, was nur die biologisch aktive Form in Ergcheinung . 
treten l^sst. Die Natur hat hier eine interessante Strategie 
gewfihlt, die si.cherstellt, dasa das synthetisierte Molekai in- 
nur einer Mbdifikation vorkommt und daher spezifisch mit nur 
einem „Target^' (Angrif f sziel) im biologischen System inter- 
30 agiert. Angrif fsziele sind melstens cssantielle Bastandteile 
Oder Funktionen einer Zelle^ die fUr ihr Oberleben wichtig 
sind, wie z,B'. die Zellwand oder die Proteinsynthese, Da 

r • 

k 
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dlese Molekttle selektiv bakterielle, fungale oder cancerogenc 
(Krdbs-) Zellen bzw.. Viren eliminieren und gleich:ieil:ig 
korpereigenes Zellgewebe verschonenr sind sie in der Therapie 
von infektionskranlcheiten .und Krebs von enormer Bedeutung* 
5 baneben ke^nnen sie auch die von T-Zellen verursachte Immunab- 
wehr unterdrticken, was die Organabstofiung bei .Transplantatio- 
nen wirksam verhindsrt (Cyclosporin) . 

• * 

Durch den intensiven Eihsabz in der Medizin haben aber leider 
vicle dieser Verbihdungen ihre Wirksamkeit vorlorenr da dies 
10 zu bek^plenden Systeme Resiatenzmechanismen entwickelt. 

haben. DarUber hinaus besitzen viele potente WirksLoffe sehr 
starko Ncbenwirkungen, was ihrcn medizinischen Einsatz ein- 
schrSnkt : (z.B, Nierentoxisitat von Bacitracin). Dahcr besteht 
ein grofier Bedarf an ncuon bzw. optimierten Chemotherapeutika 
15 (Antibiotike^ Cytostatika und Immunsuppressiva) , die mtig- 
lichsL wenige Nebenwirkungen aufweisen und hoch spezifisch 
mit ihrem «Target^^ interagieren, Filr die Identif Izierung 
solcher neuen Wirkstoffe k5nnen die berelts bekannten^. poten- 
ten zyklischen Naturprodukte als Leitstruktur dienen und 
?.0 aystematisch verandert und auf verbesserte Wirksamkeit getes- 
tet werden. 

Derartige NatursLoffc werden im biologischen System von nichL 
ribosomalen Peptidsynthetasen (NRPS) hergestellt und von 
sogenannten Thioesterasen/Zyklaaen zyklisiert^ die sich in 

•25 guter Ausbeute rekombinant in vitro uberproduzieren lassen. 
Diese Bnzyme kOnnen zuverlSasig und effizient lineare Peptide 
einer bestimmten Leitstruktur in zyklische Molekille tiberfUh- 

« 

ren. Die Triebkraft der Zyklisierungsreaktion im natiirlichen. 
System ist die Aktivierung des. C-Terminus (d, h. der freien 
30 Carbonsaure des linearen Peptids) durch eine Thioesterab- 

gangsgruppe, dem Kofaktor Phosphopantethein. Im artif iziellen 

« 

System wird die rekombinante Zyklase mit einem verkiirzten 
Thioester-Mimic dieses natUrlichen Kofaktors umgesetzt (N- 

An.l4 6/Mar/Sieb 
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Acetylcysteamiri, SNAC) . .Unter verkttrzten ThioGSter-Mimics 
sind dabei substanzen zu verstehen, di^ 

- die Function des natUrlichen Kofalctors imitieren, aber 
nicht naturlichen Ursprungs sind, 
eine Thio-Abgang.sgruppc besitzen und 

• ■ 

deren aliphatische Kette kiirzer ist als die des natOrli 
chon Kofaktors Phosphopantethoin. 




HO 



20 



Phosphopanthethein Und SNAC (markierl) 

Mit der SNAC-Abgangsgruppe' konnten bisher *die Tyrocidin- und 
Surfactin- Zyklasen charakterisiert werden. viele andere 
biologisch relevante zyklische Verbindungen, wie z,B. Fengy- 
cin, Mycosubtilin^ Syringomycin und Bacitracin zeigen bGi 
Vorwendung der SNAC-Abgangsgruppe keine Zyklisierungsaktlvl - 
•tat mit dem jeweiligen Enzym, was mit einer inkorrekten 
Faltung dos Enzyms erkiart wird. Andere Verbindungen, wie 
z.B. CDA (Calcium dependent antibiotic) und Bacillibactin 
zeigen zum Tcil schr schlechten Umsatz mit den bekannten 
Substratanaloga . 




Gegenshand der vorliegenden Erfindung sind nicht nattirliche, 
synthetische Kofaktoren, dereri chemische 'Abgangsgruppenquali- 
25 tciten fiir eine effiziente Bnzymacylierung sorgen. Ifintgegen 

* 

. • der allgemein in der Fachwelt verfareiteten Annahme findet 

■ keine .^Erkennang*' des natiirlichen Kofaktors Panthethein durch 
das Enzym statt, weshalb einzig das chemische Obertragungspo- 
tenzial des Acylresbes auf das aktive Zentrvim im Enzym die 

30 entscheidende GrGBe ist. Die in der Fachwelt verbreitete 
Annahme, die *„Erkennung^' des natUrlichen Kofaktors Pan- 
thethein durch das Enzym sei der Ausschlag gebende Faktor fUr 
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die Zyklisierungsreaktion, ist beiepielsweise dargestellt in 
jw Trauger/ RM Kohli, HD Mootz, MA Marahlel and CT i/ifalshr 

9 

Nature 2000 ^ 407: 215-218; R Aggarwalr P Caffrey, PF Leadly, 
CJ Smith and J Staunton, Journal of the Chemical Society 

* 

5 Communications 1995 , 15; 1519-lb20 sowie RS Gokhale, D Huml- 
kerr DE Cane and C Khoslaf Chemical Biology 1999, 6: 117-^125. 

■ « 

Xm Geqensatz zu den etablierter. SNAC-SubsLraten weist z.B.' 
Thiophenol als erf indungsgemaJie ladungsstabilisierte Abgangs- 
10 gruppe keinerlei strukturelle Ahnlichkeit mit dcm nattiriichen 
kofaklor auf, besitzt aber cine deutlidh bessere Abgangsgrup- 

• .penqualitat,' da sich das Thiol in Konjuga-tion mit. einem 
aroinatischen Bcrizolring befindet. Bei anderen 'erfindungsgema- 
Sen Abqanqaqruppen befindet sich ,die Thiol- odar Hydroxyfunk- 

a 

15 tion an einem' sp^-Kohlenstof fatom, das diirekt an den axomati- 
schen Ring gebxanden ist (a-C-Atom) , so dass das aromatische 

* 

System einen induktiven Effekt auf die Thio- oder Hydro- 
xygruppe ausUbt. Derartige erfindungsgemaiie Abgangsgruppen 
werden nachfolgend als axaliphatische Thio- Oder Hydroxy- 
20 l^bgangsgruppen bezeichnet, Dem Fachmann ist bekannt, dass 

sich der induktive Effekt eines aromatisches System stabili- 

sierend auf die an ein a-C-Atom gebundenen Gruppen auswirkt 
und dam.it ihre Abgangsgruppenqualit^t erhoht. Dies kann z.B.' 
in Michael B. Smith & Jerry March: .Marches Advanced Organic 

• 25 Chemistry. Reactions, Mechanisms'^ and Structure. 5th Edition 
■2000, John Wiley & Sor\s Inc., New .York / Chichester / Brlsba- 
• . 

ne / Toronto / Singapore nachgeschlagen werden. Im Fa31e des 
SNACs ist weder eine Konjugation mit einem aromatischen oder 
heteroaromatj schen System noch eine stabilisierung durch den 

30 induktiven Effekt eines aromatischen Systems in a-Stellung 

zum Kohlenstof f atom, an das die Thiogruppe gebunden ist, 
■ * 

vorhanden, weshalb viele Enzyme keine Aktivit^t mit dicsen 

Substraten zeigen oder niedrige knAc/KH Werte aufweisen, 

• • • 

* 

* 
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[Besahrellaung und Stand d»r Teohaik] 

Viele wertvolle Pharmazeutika besitzen zyklische Strukturen, 
wobei die Ringe dieser zyklischen Strukturen aus 5 oder mehr 
• Atomefn gebildet sind. Die aus dem Stand der Technik bekannten 
5 Mcthoden der synthetischen Chemie zur Darstellung zyklischer 
Verbindungen weisen zahlreiche Nachteile auf • Zu diesen 
Nachteilen geh6rcn beispielsweise, aber nicht auaschlieBlich, 
geringe Ausbeuten der zykllsch^en. Produkte/ die Notwendigkeit 
von Schutzgruppen, um reaktive funktionelle Gruppen zu bio- 
. 10 ckieren oder zu schtitzen, sowie die Notwendigkeit, diese 

Reaktionen in organischen Lttsungsmitteln durchzuftihren- Diese 
synthetischen Probleroe kOnnen durch enzymatische Verfahren 
Uberwunden werden. 

Die EP 0 832 096 Bl beschreibt ein Verfahren, mit dem ein 

* 

15 nicht oxidiertes N-terminales Cystein eines ersten Oiigopep- 
tids mit dem C-terminalen Thioester eines zweiten Oiigopep- 
tids umgesetzt wird. Die Reaktion wird durch ein Thiol kata- 
lysiert/ wobei die Thiogruppe direkt an einen aromatischen 
Oder hetero.aroroatiscben Ring gebundon ist. Dabei bildet sich 

• 20 ein p-Aminothioestcr als Zwischenprodukt, der sich spontan 
.intramolekuiar umlagert, wobei die Amidbindung dcs Ligati- ' 
onsprodukbes der beiden Oligopeptide entsteht. Nachteilig bei 
diesenv Verfahren ist, dass dais erste Oligopeptid zwingend ein 
N-terminales Cystein besitzen muss und dass es nicht fUr 

•25 Zyklisierungsreaktionen geeignet ist, 
•Dagegen beschreibt die US 6,307,018 Bl eine allgemeine Metho- 
de, um ein erstes C-terminales a-Thioesterpeptid mit elnem 
zweiten N-terroinalen Aminosaure-Peptidsegment zu verbinden, 
bei der das N-terminale Aminosaure-Peptidsegment kein N- 

• 30. terminales Cystein besitzen muss . . Allerdinga muss das . zweite 

03igopeptid eine sekund^re Aminogruppe auf weisen, die Uber 
das N-Atom dieser sekundSLren Aminogruppe an eine nicht oxi- 
dierte Sulfhydrylgruppe. eines aromatischen Thiols gebunden 
ist. Bei dem aromatischen Thiol kann es sich- um Thiophenolr 

An.l46/Mar/Steb 
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Benzylmercaptan oder ein S-Alkylbenzylmercaptan handcln. 
bariiberhinaus • ist bei der US 6,307,018 Bl nachteilig, dass 
entweder der c-Terminus des ersten oder der N-Tcrminus des 
zweiten Oligopeptide Glycin sein muss. Die Methode ist nicht 
tOr die Zyklisierung von Peptiden geeigneU. . 

Die US aooa/GlSaTTa A1 beschreibt ein Verfahren zur enzywatl- 
schen Hcrstellung makrozyklischer Molektile, ■ bei dem rekombi- 
nant.e Thioesterass-Domanen .(TE-Domanen, Zyklasen) aus .einera 
PKS- Oder NRPS-Multidomanensystem mit einem Substrat umge- 
setzt warden, wobei das Substrat einen Uber eine Thioesterab- 
gangsgruppe aktivierten Acylrest und ein anhangendes Nuc3e.- 
ophil enthalt. Aktivierter Acylrest und Nucieophil sind tiber 
ein linearas Rttckgrat voneinander getrennt. Nachteilig hier- 
bei ist, dass die Abgangsgruppe nicht ladurigsstabilislert 

« 

ist- 




Durch eine unzureichende Zyklisierungsaktivitat vieler Enzyme 
taei Verwendung. strukturell analoger Abgangsgruppen zum natUr- 
lichen Kofaktor wis beispielsweise Coenzym A, Phosphopan- 
20 tethein und N-Acylcysteamin sind TE-Domanen in ihrer Anwen- 
dung jedoch stark limitiert. Die vorliegende Erfindung Uber- 
windet durch den Einsatz neuartiger Abgangsgruppen- diese 
Elnschrankung und ermGglicht nun ciie Ershellung von diver sen 
zykli'schen Wirkstof fbibliotheken vieler pharmakologisch 
25 bedeutender MolekUlklassen- 

. Oberraschend und im Widerspruch zum Stand der Technik wurde * 
gefunden^ dass die Erkennung der Substrate durch Enzyme bei 
der Zyklisierung von Peptlden und Proteinen keine Rolle 
apielt und dass ladungsstabilisierte Thio- und Hydroxyverbin 
30 dungen gute- Abgangsgruppen fQr die Acylierungsreaktioii von 
Peptidzyklasen darstellen. Unter ladungsstabilisierten Thio- 
und Hydroxyvorbindungen werden dabei aromatische oder hetero 
aromatische Ringsysteme verstanden, bei denen eine Hydroxy- 

* 
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Oder Thiogrupp© an eines der Ringatome oder an ein an das 

Ringsystem gebundenes Kdhlenstof f atom gebunden ist. 

Die vorliegende Erflndung stellt Substrate bereit, mifc deren 

Hilfe die enzymatiache Zyklisierung von solchen Peptiden und 

Proteinen mOgllch ist, die nach dem Stand der Technik nicht 

der Zyklisierung zuganglich waren. Des weiteren kann die 

Ausbeut© von Proteinen und Peptiden, die mit Methoden des 

. Standes der Technik zyklisiert warden kbnnen, ' mit Hilfe der 

erfindungsgQinafien Substrate gesteigert werden. Dariiber hinaus 

liefe'rt die vorliegende Erfindung ein Verfahren, urn weitere 

an der Zyklisierung von Peptiden und * Proteinen beteiligte 

Substrate chemisch 2U verandern und damit der -Zyklisierung 

< • 
leichter xug^nglich zu machen. 



7.5 




30 



[A.u£gaJde der Erflzidung] 

Aufgabe.deir vorliegenden Erflndung ist es, das Verfahren zur 
Darsteliung zyklischer Peptide durch Umsetzung linearer 
Peptide rnit Peptidzyklasen zu verbessern, ,uobei unter Vcrbes- 
serung eine Erh6hung der Ausbeute an zyklischem Peptid und / 
Oder eine Beschleunigung der Zyklisierungsreaktion und / oder 
eJne Zyklisierung von mit bisherigen Verfahren nicht zykli- 
siorbaren Peptiden verstanden wird, Diese Aufgabe wird erfin- 
dungsgeraaa gelQst durch die Bereit3tellung eines Verfahrens 
mittels Substraten in Form linearer Peptide r wobei diese 
linearen Peptide ladungsstabilisierte Abgangsgruppen besitzen 
und das Zentrum von Peptidzyklasen selektiv acylieren. Unter 
,,Substraten^^ warden hierbei lineare Peptide verstanden, an 
die eine nucleophile, ladungsstabilisierte erf iridungsgemafie 
Abgangsgruppe chemisch gebunden ist. Unter ladungsstabi li- 
sierten Thio-* und Hydroxyverbindungen werden dabei aromati- 
sche Oder heteroaromatische Ringsysteme verstanden, bei denen 

■ 

. eine Hydroxy- oder Thiogruppe an eines der Ringatome gebunden 
ist Oder an ein Kohlenstof fatom, welches mit dem Ringsystem 
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verbunden ist, wobci die chemische StruKtur dea aromatischen 
Oder heteroaromatischen Systems so gewfihlb ist, dass eine an 
der Thio- Oder' Hydroxygruppe auf treteitde negative Ladung 
stabilisiert wird. Das erf indungsgemaBe Verfahren ftihrt zu 
b?>heren Ausbeuten an zykliachen Peptiden und / oder verbes- 
sert ihra Ausbeute und ermttglicht es eratmalig, auch Peptide 
wis Fengycin, Mycosubtilin, Syringomycin und Bacitracin . 2U 
zylclisieren, die mit den Methoden dee Standes der Technik 
nicht. zyklieierbar sind. 

Die Bereitstellung der erf indungsgemSBen Substrate erfolgt 
durch die Synthase des linearen Peptide mit Hilfe von dein 
Fachmann bekannten Standardinethoden der Fcstphasenpeptidsyn-" 
these, darauf folgende Kupplung der f reien. carbonsauire des 
linearen Peptids (£reie PeptidsSure) an die erf indungsgemSBe 
Thiol- Oder Hydroxy-rAbgangsgruppe, optionale Reinigung des so 
erhaltenen erf indungsgemafien Substrates, darauf folgende 
Umsetaung des so erhaltenen erf indungsgemafien Substrates mit 
einer Peptid-Zyklase und Reinigung des auf diese Weise erhal- 
tenen zyklischen Peptids. 

Dazu werden 1 Aquivalent (eq) der freien PeptidsSure mit 2 eq 
Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) , 2 eq N-Hydroxybenzotriazol 
(HOBt) und 10 eq der jew6iligen Abgangsgruppe versotzt und in 
THF ftir 30 min gerUhr.t- Nacb Zugabe von 0/5 eq Kaliumkarbonat 
wird die Reaktion far wedtere 2,5 h agitiert und darauf 
fiitriertr um. ausgefallenen Dicyclohexylharnstof f • (DCH) 
abzutrennen. Das .L6sungamittel wird am Rotationsverdampffer 
entfernt und das Peptid miL 95 % Trif luoressigsfture (TFA) , 
2/5 % Wasser und 2>5 % Triisopropylsilan fiir 3 h entschatzt. 
Das Reaktionsgemisch wird darauf in eiskalten Diethylether 
gegeben, worauf das Substrat prStzipitiert • Dieser Schritt 
stent eine Reinigung dar, bei der Reaktionsnebenprodukte 
abgetrennt werden, und fahrt zu einer Reinheit des Substrates 
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N^on bis zu 80%, was im Allgemexnen fUr die weitere Umsetzung 

• * * . 

des Substrates mit einer Peptidzyklase ausreichend ist. 
Optional kann die fteinheit des Substrat anschlieaend mittels . 
prapar.ativer HPLC erhOht warden, 
5 Enhhalt das lineare Peptid neben der C-terminalen freien 

COOH-'Gruppe weitere freie COOH-'Gruppen innerhalb der Peptzid- 
kette^wie beispielsweise COOH^Gruppen von Glutaminsaure und 
/ Oder Asparaginsaure, so mtissen diese nicht C-terminalen 
freieii COOH-Gruppen vox der Umsetzung des linearen Peptids 
10 mit einem Aktivierungsreagenz mit einer geeigneten orthogona- 
len Schutzgruppe gcschtitzt werden, die nach Darstollung des 
' erf indungsqemaiien Substrates wieder abgespalten werden muss- 

• ■ 

Geeignete Schutzgruppen und geeignete Methoden zu deren 
Entfernung sind dera H*achmann bekannt und k5nnen beispielswei- 
15 se in Theodora W» Greene and Peter G- M. Wuts, Protective 
groups in organic synthesis^\ 2"^ EJdition 1991y John Wiley & 
Sons Inc./ New York / Chichester / Brisbane / Toronto / 
Singapore nachgeschlagen werden. 

Dafis gereinigte Substrat mit der erf indungsgemSfien ZVbgangs- 
20 gruppe wird darauf mit der jeweiiigen Peptidzyklase im Ver- 

haitnia 1 (Enzym) : 100 (Substrat) in 25 mM HEPES, 50 mM NaCl 
bei pH 7 und Raumtemperatur for 30*60 mih inkubiert. Die 
Herstcllung der HEPES-L58ung ist dem £*achmann bekannt. und 

wurde in J. Samhrook, E,F. Fritsch and T- Mania tis; Molecular 

• . * • ' * 

■ 

•25 Cloning; A Laboratory Manual Vol. l-ixi. Cold Spring Harbor 
Laboratory Press r ' 1982, beschrieben. Die Identif izierung und 
Quantif izierung des Reaktionsproduktes erfolgt mittels 
analytischer HPLC, 

30 Alternativ zum Aktivierungsreagenz DCC lassen sich die erfin- 
dungsgem^iien Substrate auch durch Umsetzung der Peptidsaure 
mit der jeweiiigen Abgangsgruppe in Gegenwart anderer, den C- 
Terminus der Peptidsaure aktivierenden Reagenzien umsetzen.- 
Entsprechungen sind bekannt und kttnnen, ohne den Schutzbe- 

An.l4 6/Mar/Sieb 
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reich der PatGntansprQche zu verlassen, verwendet warden. 
Hierzu zShlen beispielsweise die dem Fachxnann bekannten 
Aktivierungsreagenzien DCI/ PyClop, HBTU, HSTU, HOSu, TBTU, 
T3P, BopCl und 3-Cl-l-Pyridinluiniodid. Als Kupplungsadditive 
5 sirid neben dem oben aufgefUhrten HOBt beispielsweise auch die- 
dem Fachxnann bekannten SubstanEen HOAt und HONB verwendbar. 
Dem Fachmann ist bekannt, dass dies© Reaktionen zweckmSBig 
unter Zugabe einer Base wie beispielsweise DlPEA durchgef Obrt 
warden. Dem Fachmann sind weiterh'in verschiedene Lbsungsmit- 
10 Lei 2ur Verwendung in den genannten Verfahren bekannt. Er 
kann dicsc Kombinationien von Aktivierungsreagenzien/ Kupp- 
lungsadditiven, Basen und T^asungsmittcln mit seinem tiblichen 
Wissen und der Standardliteratur selbat hexstellen. - 

15 Als ladungsstabilisierte Abgangsgruppen warden. bei der vor- 
li€3genden Erfindung chemische Verbindungen verstanden, die 
eine Thio- oder Hydroxyl-Gruppo besitzen und bei denen das 
freie Elektronenpaar des durch die Acyllerungsreaktion frei- 
gesctiten Thiolat- oder Hydroxylat-Ions in Konjugation mit 
20 weiteren Klektronenpaaren von beispielsweise, aber nicht 

ausschlielilich, C=C- Oder C=N-Doppelbindungen steht oder bei 
der die Thio- oder Hydroxygruppe an cin Kohlenstof -eatom 
gebunden ist, das seinerseits an einen aromatischen oder 
■heteroaromatischen Ring, gebunden ist, Solche Verbindungen 

• 25 sind z.B. Oxo- und Thio-aromatische und -heteroaroznatische 
Verbindungen, aber auch ladungsstabilisierte aliphatische 
Oxo- und Thio-- Abgangsgruppen. Diese Abgangsgruppen, wie z.B.* 
Thiophenol. Phenol, 2, 3^ 4, 5, 6-Pentaf luorphenol, die Mercapto- 
anisole und Thiokresole sowie 2-Hydroxypy)7idin und 2-Thio 
30 pyridin funkLionieren fQr die AcyJ ierungsreaktion von P.eptid- 
zyklasen, die keinerlei Ahnlichkeit mit dem nattlrlichen 

« 

Kofaktor besitzen, und weisen verbesserte Eigenschaften ftir 
i/7 Vitro 2yklisierung8rea.ktionen auf . 

■ * » * 
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10 




15 




20 



25 



Dies soli im Folgenden exemplarisch, aber nicht erschdpfend 
am Bed spiel dea Thiophcnols erlSutert warden; 

pie Thiophenol-Abgangsgruppe weist bis auf die Thiolf unlction 

keine strukturelle Ahnlichlceit zum natOrlichen 4'~Phospho- 

panthefchein-Kofaktor au.f* Die Thiolf unktion ist direkt an 

* 

einen afomatischen . Phenylring gebunden. Dieses Strukturmerk- 
mal verursacl?t die gegenUber den bisher beschriebenen Ab- 
gangsgruppen h5here Reaktivitat dieser Verbindung. Beim 
riukloophilen Angriff des aktivierten Ser (= Serin), der kata- 
lytischon Triads im aktivcn Zentrum des En^yms wird diese 
Abgangsgruppe als Thiophenolat-Ion freigesetzt. Die resultie- 
rende negative Ladung am Schwef elatom kann dabei sehr gut 
durch den angrenzenden Phenylring delokalisiert werden. 



Thiopbvnolai-Anton 



,- SNAC-Anion 



^^^^ 




Resonanzsrabtlisierung 



KeTne Resonansstabilblerung 



Eine derartige Erhtthung und Stabilisi<3rung der. Blektronen- 
dichte tritt bei den CoA- und Ppant-Abgangsgruppen 

nicht auf. Dort bleibt die negative Ladung am Sohwef elatom 
lokalisiert. Da aber in der Regel die Gate einer Abgangsgrup- 
pe proportional zu ihrer chemi schen Stabilisierung ist/ sind 
SNAC-/ CoA- und Ppant chemisch betrachtet schlechtere Ab- 
gangsgruppen als Thiophenol. 

Deiti Fachmann ist bekannt, dass das Austrittsverm5gen und 
damit die Qualitclt einer Abgangsgruppe von der FMhigkeit der 
Abgangsgruppe abh^ngt, eine negative Ladung zu stabilisieren 
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Unter Stabilisierung einer Ladung versteht dcr Fachmann dabei 
das Vertcilcn von Ladungen .Oder Teilladuixgen auf mehrere 
Atome Oder Bindungen/ so dass diese Ladung oder Tailladung 
nicht an einem cin-^igen Abom oder an einer einzigen. Bindunq 
5 innerhalb eines Molekais lokalisiert ist. Dabei sind dem 

Fachmann zwei verschiedene Mbglichkeiten der Ladungsstabili- 
sierung org^nischer Molekiile bekannt, die ailgemein als 
mesomerc oder Resonanz-Ef f ekte (M-Effekte) und induktive 
Effekte (I-Effekte) bezeichnet warden. Unter' einom mesomeren 
3 0 Oder Resonanz-Ef feki: versteht der Fachmann das schnelle und 
reversible Verschieben von it-EJektronenpaaren, weiches in 
Systemen auftritt, die konjugierte «-Bindungen besitzen. Dem 
Faciimann isL bekannt, dass der mesomere Effekt tJber groBe 
Entfernurigan und damit viele Bindungen hinweg wirksam ist, 
15 wenn ein entsprechend ausgedehntes konjugiertes rc-System 
vorliegt. m Ringverbindungen mit konj^gierten n-Systemen 
nehmen auch Substituenten an der Mesomerie teil, soforn sic 
Uber freie n-Blektronenpaare verrUgen oder diese aufnehmen 
kttnncn. IsL eine Ladung in einer substituierten Ringverbin- 
20 dung mit- konjugiertem w-System und meaomerie£ahigen Substi- 
tuenten zu stabilisieren,- so hSngt es von der Position der 
Substituenten zueinander ab, ob und welche dieser Substituen- 
ten tatsachlich an der Ladungsatabilisierung durch Mesomerie 
teilnchmen. . Dies ist dem Fachmann bekannt. 
25 BesltJt ein Atom eine hOhere Blektronegat.ivitat und damit 
eine starkere Anziehuhg auf die Bindungselektronen als sein 
mit.ihm aber eine a-Bindung verbundenes Nachbaratom, oder ist 
. ein Atom mit weiteren Atomen oder Atomgruppfen verbunden, die 
Elektroncn ziehend wirken, so wird die Bindungselektronenwol- 
30 ke der hicr botrachteten a-Bindung in Richtung auf den Elekt- 
ronenzug verschoben, d.h. polarisiert. Diese Polarisation 
ejner a-Bindung wird als Teilladung bezeichnet, da es slcYi 
hierbei ura eine geringf iiglge Verschiebung von Blektronenwol- 

•m m 
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ken handelt und diese Vexschiebung nicht zum Auftreten gahz- 
zahliger Vieifacher der Element arladung an einem bestiramten 
Atom fUhrt, Die durch unterschiGdliche Elektronegativit^ten 
und /. Oder unterschiedlichen Elektronenzug von Atomen und 

Atomgruppen hervdr gerufene Polarisation von c-Bindungen wird 
vom Fachitiann auch als induktiver Effekt bezeichnet* Dem ' 
Fachmann istbekannt, dass der . induktive Effekt fttr einandcr 
benachbarte Bindungen am gr6flten ist und init zunehmender 
Entfernung zu dem Atom oder der Atomgruppa, das / die ihn 
hervor ruft, rasch abnimmt. Dies kann z.B. in Michael B. 
SmlLh a Jerry March: March's Advanced Organic Chemistry. 
Reactions r Mechanisms^ and. Structure* 5th Edition 2000, John 
Wil&y <5 Sons Inc. r - New York / Chichester / Brisbane / Toronto 
/ Singapore nachgeschlagen werden. 

Der Fachmann unteracheidet positive und negative mesomere 
bzw. induktive Effokte. Ais positiv wird ein solcher Effekt 
bezel chnet, . wenn er die Elektronendichte in Form einer Ladung 
Oder Teilladung an einem Atom oder einer Atomgruppe erhSht 
(+M-Eff ekt, +I"Effekt) , als negatlv, wenn er die Elektronen- 
dichto vcrringert (-M-Effckt, -1-Effekt) . Befinden sioh 
beispieisweise an einem aromatischen System mehrere Substi- 
tuenton, so Qben sle ihre M- und I-Effekte unabhSngig vonein- 
ander aus und kttnnen einander verst^rkend, aber auch gegen- 
l^ufig in Bezug auf die 'Ladungsstabilisierung an einem bc- 
stimmten Atom wirken\ in der Regel wirken mesqmere Bf f ekte . 

» * 

starker als induktive. 

In der vorliegenden Erfindung werden daher bevorzugt aolche 
ladungsstabilisierten Abgangsgruppen. gewShlt , bei denen eine 
Hydroxy- oder Thiogruppe an eines der Ringatome eines aroma- 
tischen, heteroaromatisehen oder araliphatischen Systems 
gebundcn ist oder an ein Kohlenstof fatom, welches mit dem 
Ringsystem verbunden ist, wobei die chemische Struktur des 
aromatischen, heteroaromatischen oder araliphatischen Systems 
S50 gewahlt ist, dass dio Sumitie der mesomeren und induktiven 
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EffeJcte der enthaltenen f unktionellen Gruppen einen EleJctro- 
nenzug auf das Thiolat- Oder Hydroxylat-Ion ausUbt und auf 
diese Weiso dessen negative Ladung stabilisiert . 



10 




lb 



20 




25 



Ein. weiteres wichtiges Kriterium zur Quantif tzierung der 
Abgangsgruppenqualitat ist der pKa-Wert einer chemischen 
Verbindung: Je hcJher der pKA-Wert, desto schlechter ist die * 
jeweilige Abgangsgruppe. CoA, Ppant and SNAC haben pK^-Werte 
vop 10 - 11, wahrend Thiophenol einen pKA-Wert von 8 auf- 
weist, E3 lasst sich somit sagen/ dass Thiophenol seine * 
mangelnde strukturelle Oberstiramung zuiti natiirlichen Phospho- 
panthethein-Kofaktor iiberraschend und im Widerspruch ziun 
Stand detr l^echnik durch aeine hohc chemische Reaktivitat 
aberkompena Leren kano^ was auch fur ahdere aromat i sche, 
heteroaromatische und ladungsstabilisierte araliphatische 
Thjol- und Hydroxy: -verbindungen giit. Dabei werden vorteil- 
haft solche ladungsstabilisiexten aromatische, heteroaromati- 
sche und araliphatischen Thiol- und Hydroxyl-Verbindunqen als 
Abgangagruppen verwendet, deren pKA-Wert kleiner oder gleich 
10, bevorsugt kleiner oder gleich 8 iat. Die Ringsysteme der 
erfindungsgema/Sen .aromatiachen, hetero^romat ischen und ara- 
liphatischen Thiol- und Hydrojcyverbindungen k5nnen durch 
einen oder mehrere Substiuenten mit posltiven oder negativen 
induktiven Oder mesomeren Effekte subs'titiiiert sein/ wobei 
die Gesamtheit. der Effekte aller vorhandenen Substituenten 
elektronenziehend und damit ladungsstabiliaierend auf das'bei 
der ©nzymatischen Zyklisierimg frei gesetzte Thiolat- oder 
Hydroxy lation wirkt. 



30 



Bei Verwendung von ladungsstabilisierten Thiol- und Rydroxy- 
verbindungen zeigen auch solche Enzyme Zyklisierungsaktivi- 
tat, die bei Verwendung der bisher bekannten Abgangsgruppen 
als inaktiv klassif iziert wurden (ca. 2/3 aller bisher untcr- 
suchten) . En:?:yme, die auch bei Verwendung von . SMAC als Ab- 

a 
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g^ngsgruppe zyklisieren/ zeigen v^rbes^erte klnetische Bigcn- 
schaften mlt bis zu 15 fach gesteigerten kcaz/Kw Werten bei 
gleich bleibendor Regie- ufid StereoselektivitSt , wenn Thl- 
ophenol-Derivate an Stelle von SNAC-Abgangsgruppen verwendet. 
5 warden. Dies konnte am Bcispiel des Surf actin-Thiophenola 
ge^eigt werden- (siehe Fig. 4), Surfactin zeigt ebehfalls 
verbesserte Rea-ktionsgeschwindigkeiten bei der Zyklisierung/ 
• wenn o-v m- oder p-Mercaptoanisol bwz. o-, m- oder p- 
Thiokresol als- Abgangsgruppe verwehdet werden. 
10 Die Katalyse von Peptid-Zyklasen lasst sich in zwei Teil- 
. schritte zerlegen: 

- Dor crsLe Teilschritt ist die Ausbildung des Peptidyl-0- 
Tli-Intermediates durch Acylierung des aktivicrten Ser~ 
Restes der katalytischen Triade. * 

» 

15 - Der -zweibe Teilschritt ist die Deacylierung des iSer- 

« 

Restes durch eine funktionelle Gruppe der gebundenen 
Peptidkette als internes Nukleophil. 
Xhioestergebundene Abgangsgruppen k^nnen ausschlieaiich die 
katalytische Effizienz des ersten Teilschrittes beeinf luasen: 
20 • die Bildung des Peptidyl-O-TE- Intermediates . Experimente mit 
der neuen Abgangsgruppe Thiophenol bestatigen dies (siehe 
Fig» 4 bis Fig. 6) . Eine Mutation im aktiven Zentrun\ des 
' Enzyms zeigt keine Aktivitat, was .die abgangsgruppenbedirigte 
Acylierung und darauf f'olgende enzymatische Zyklisierung 
25 bestatigt- 

m 

Folgende aromatische^ heteroaromatische und araliphatische 
Grundelemente dienen als ladiingsstabilisierte 2\bgangsgruppen: 




(I) 
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mit 

A = o, s and 

ft 

sowie Rl, R2, R3/R4 und R5, die unabh^ngig voneinander sein 
k^nnen: 

5 -CN, -F, -CI, -Br, -I, -CH2CI, -SOaH, -H, -NH3*, -NL-/, - 

« 

C(«0)I./ -C(=0)ket, -O", -NI.?, -NH2, -OL, -OH, -NHC|«0)I-- - 
OC(-0)L, -SL, -CO2", -Alkyi, -Alkenyl, -Cycloalkyl, - 
Cycloalkenyl, -Heteroalkyl, -Hteterocycloalkyl, -Aryl, 
^Heteroaryl, 
10 wobei 

L = -Alkyl, -Alkenyi, -Cycloalkyl, -Cycloalkenyl, -Hetero- 
alkyl, -Heterocycloalkyl^ -Aryl, -Heteroaryl, wobei -Alkyl 
tilr eine Gruppe mit 1 bis 20 Kohlenstof f atomen und -Alkenyl 
■ far oine einfach Oder mehrfach ungesattigte Gruppe mit 2 bis 
15 20 Kohlenatof fatomen steli^t und -Alkyl bzw. -Alkenyl linear 

Oder verzweigt sein k5nnen, -Cycloalkyl und -Cycloalkenyl tiir 
eine Gruppe mit- 3 bis 20 Kohlenstof f atomen steht, die hetero- 
cyclischen Gruppen for elnen Rest mit 1 bis 20 Kohlenstoff- 
atomen stoht, worin bis zu 5 Kohlenstof fatome durch Hetero- 
20 a tome ausgewahlt aus der Gruppe Stickstoff, Sauerstoff, 

* 

Schwefel, Phosphor ersetzt sein k5nnen, Aryl ftlr eineti aroma- 
tischen Rost mit 5 bis 20 Kohlenstof f atomen und Heteroaryl 
far einen entsprechenden aromatischcn Rest steht, in dem bis 
2U 5 Kohlenstof fatome durch Heteroatome, ausgewahlt aus der 

•25 Gruppe Stickstoff, Sauerstoff, Schwefel, Phosphor, ersetzt 
sind, wobei die Bedingungen so gewahlt sind, dass bei Tempe- 
raturen unter 200 ^C und AtmosphSrendruck keine explosiven ' 
Stoffe entstehen und <iie Verbindung bestehend aus linearen 
Peptiden und daran gebundenen erf indungsgem^Ben Abgangsgrup- 
30 pen bei diesen Bedingungen nicht hydrolytisch gespalten 
werden. 
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XX 



N" 



H 



(II) 



mit • 




A - Q, S und 

sowie Rl und R2, die unabhanqig vonoinander sein kannen: . " 
•. -CN, -F, -CI, -Br, -1, -CHjCl, -SO.3H, -H, -NH3\ -NLa", " 

5 C(-0)Ir, -C{=0)Het, -0", -NLiZ-NHa, -OL, -OH, -NHC(=0)I., - 
■ oc(-=0)i., -SL, -CO3-. -Alkyl, -Alkenyl, -Cycloaikyl, - 

Cyoloalkenyl, -Ileteroalkyl, -Heterocycloalkyi/ -Aryl,- 

-Heteroaryl, 
wobei 

10 L = -Alkyl, -Alkenyl, -Cycloalkyl, -Cycloalkenyl, -Hetero- 
alkyi, -Hcterocycloalkyl, -Aryl, -Heteroaryl ,, wobei -Alkyl 
ftlr eine Gruppe mit 1 bis 20 Kohlenstof f atomen und -Alkenyl 
fttr eine einfach oder mehrfach ungesattigte Gruppe mit 2 bis 
20 Kohlenstoffatomcn steht und -Alkyl bzw. -Alkenyl linear 

15 Oder verzweigb sein kttnnen, -Cycloalkyl und -Cycloalkenyl fiir 
eine Gruppe mit 3 big 20 Kohlenstof f atomen steht, die hetero- 
cyclischen Gruppen fUr einen Rest mit 1 bis 20 Kohlenstoff- 
atoroen steht, worin bis zu 5 Kohlenstof fatome durch Hetero- 
alome ausgewahlt aus der Gruppe Stickstoff, Saueratoff, 

20 Schwefel, Phosphor ersetzt sein kOnnen,. Aryl far. einen aroma- 
. tischen Rest .mit 5 bis 20 Kohlenstof fatomen und Heteroaryl 
■ fflr einen entsprechenden aromatischen Rest steht, in dent bis 

» 

zu 5 Kohlenstof fatome durch Heteroatome, ausgew^hlt aus der 
Gruppe Stickstoff, Sauerstoffr Schwefel, Phosphor, ersetzt 

25 sind, wobei die Bedlngungen so gew^hlt sind, dass boi Tempe- 
raturen unter 200 **C und Atmospharendruck keine explosiven 
StoffQ entstehen und die Verbindung bestehend aus linearen 
Pepbiden und diaran gebundenen erf indungsgemaGen Abgangsgrup- 
pen bei diesen Bedingungen nicht hydrolytisch gespalten 

30 warden,- wobei dexn Fachmann bokannt ist, dass Substituenten- an 
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c-4 Oder C-6 des Pyridinringes keine l-adungsatabilisierung 
des an 0-2 bef indlichen Hydroxy-^ Oder i?hi61-Subatituenten 
bewirken, 

.R3 



• (III) 






A =0/ S, und 

Z ^ O, Sr 

sowie Rl^ R2, 



und R3/ die unabhangig voneinander sein k5n-. 



nen : 

10 C(»-0)Ii, -C{«0)Het, -6", -WL'^, -NHg, -Oli, -OR, -NHC(=0)I-^ - 
OC(=0)L, -SL, -CO2', -Alkyl, -Alkenyl, -Cycloalkyl, - 
Cycloalker^yl, -Heteroalkyl; -Heterocycloalkyl,. -Aryl, 
-Heteroaryl,- 
wobei 

15 L « -Alkyl, -Alkenyl, -Cycloalkyl, . -Cycloalkeiiyl, -Hetero- 
alkyl, -Heberocycloalkyi/ -Aryl, -Heteroaryl, wobei -Alkyl 
for eine Gruppe mit 1 bis 20 Kohlenstof f atomen und -Alkenyl 
far eine eixifach Oder oiehrfach ungesattigte Gruppe mit 2 bis. 
20 Kohlenstoffahomen steht und -Alkyl bzw. -Alkenyl linear 

20 Oder verzwetgt sein kOnnen, -Cycloalkyl und -Cycloalkenyl fiir 
eine Gruppe mit 3 bis 20 Kohlenstof f atomen steht, die hetero- 
cycliochen Gruppen fUr einen Rest mit 1 bis 20 Kohlenstoff- 
atomen steht, worin bis zu 5 Kohlenstof f atom© durch Hetero- 
atome ausgewahlt aus der- Gruppe Stickstoff , Sauerstof f , 

25 Schwefel, Phosphor ersetzt sein kOnnen, Aryl fUr einen arpma- 
tischen Rest mit 5 bis 20 Kohlens toff at omen und Heteroaryl . 
ftir einen ehtsprechenden aromatischen Rest steht, in dem bis 
zu 5 Kohlenstof f atome durch Heteroatome, .ausgew^hlt aus der • 
Gruppe Stickstoff-, Sauerstoff, Schwefel, Phosphor, ersetzt 

30 sind, wobei die Bedingungen so gewfihlt sind, dass bei Temp©- 
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raturen unter 200 'C uiid Atmospharendruck keine cxplosiven 
Stoffe entstehen und die Verbtndung bestehend aus linearen 
Peptiden und daran gebundenen erf indungsgemaBen Abgangsgrup- 
pen bei diesen Bedingungen nicht hydrolytisch gespalten 
werden^ 






(IV) 



A = O, S, und 
Z " 0 / S / 

10 sowiQ Rl, R2, und R3, die unabhangig voneinander sein kQnnen: 
-NO2, -CN, -F, -Cl> -Br, -I, -CH2CI, -SOali,. -H, -NHj*, -. 
C("0)I., -C(-'0)Het, -0", -Nli?, -NH2, -OL, -OH, -NHC{=0)r., - 
OC(-0)I., -SL, -CO2", -Alkyl, -Alkenyl, -Cycloalkyl, • - 
Cycloalkenyl, -Heteroalky] , -He terocycloalkyl, -Aryl, 

15 -Heteroaryl, 

« 

woboi 

L ^ -Alkyl, -Alkenyi, -Cycloalkyl, -Cycloalkenyl, -Hetero- 
alkyl, -Heterocycloalkyl, -Aryl, -Heteroaryl, wobei -Alkyl 
• f tir eine Gruppe mit 1 bis 20 Kohlenstof f atomen und -Alkanyl 
20 fur eine einfach oder mehrfach ungesattigte Gruppe mit 2 bis 
20 Kohlenstof f atomen steht und -Alkyl bzw. -Alkenyl linear - 
Oder verzweigt sein k5nnen, -Cycloalkyl und -Cycloalkenyl fUr 
eine Gruppe mit 3 bis. 20 Kohlenstof f atomen steht, die hetero- 
cyclischen Gruppen fUr einen Rest icdt 1 bis 20 Kohlenstof f- 
25 atomen stoht, worin bis zu 5 Kohlenstof fatome durch Hetero- 
atome ausgewahlt aus der Gruppe Stickstoff, Saueratoff , 
Schwefel, Phosphor ereetzt sein k5nnen, Aryl fUr einen aroma- 
tischen Rest mit 5 bis 20 Kohlenstof f atomen und Heteroaryl 

I 4 

for einen entsprechenden aromatischen Rest steht, in dem bis 
30 2U 5 Kohlenstof fatome durch Heteroatome, ausgewShlt aus der 
Gruppe Stickstofff Sauerstoff, Schwefel, Phosphor, ersetzt 
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sind, wobei die Bedingungen so gewfihlt sind, dass bei Tempe- 
raturen unter 200 'c und Atmospharendruck keine explosiven 
Sl-offc eritstchen und die Verbindung bestehend aus linearen 
Peptlden und d'aran qebundenen erfinduiigsgemaiien Abgangsgrup-r 
pen bci diescn Bedingungcn nicht hydrolytisch gcspalten 
we r den. 






-H- 



(V) 



. mit 
A - 0/ S und 

10 sowle Rl, R2, R3, R4 uhd R5, die unabhkngig voneinander sein 

* 

IcOnnen; 

-NOs, -CN, -F, -CI, -Br, -I, -CH2CI; -SO3H, -H, -NHb""/ " 
C(-0)l.r -C(^0)Het, -O", -Wt.2> -OI4, -OH, -NHC t=0) - 

OC(«0)L, -Sla, -CO?.'/ -Alkyl, -Alkenyl, -Cycloalkyj , - 
15 Cycloalkenyl, -Heteroalkyl,- -Heterocycloalkyl, -Aryl, 
-HeLeroaryl, 
wobei • 

L = -Alkyl, -Alkenyl/ -Cycloalkyl, -Cycloalkenyl, -Hetero-- 
alkylr -Heterocycloalkyl, -Aryl, -Heteroaryl, wobei -Alkyl 
20 far eine Gruppe mit 1 bis 20 Kohlenstof f atomen und -Alkenyl 
far elne einfach oder mehrfach ungesattigte Gruppe mit 2 bis 
20 Kohlenstof f atomen steht und -Alkyl bzw. -Alkenyl linear 
Oder verzweigt sein kOnnen, -Cycloalkyl und -Cycloalkenyl ftir 

■ • * 

eJne Gruppe mit 3 bis 20 kohlenstof f atomen steht, die hetero- 
25 cyclischen Grupp<sn fttr einen Rest mit 1 bis 20 Kohlenstof f- 
• atomen steht, worin bjs zu 5 Kohlenstof fatome durch Hetero- 
atome ausgewcihlt aus der Gruppe Stickstoff/ Sauerstoff, 
Schwefel, Phosphor ersetzt sein kbnnen, Aryl £\ir einen aroma- 
tischen Rest mit 5 bis 20 Kohlenstof fat omen urid Heteroaryl 
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10 




15 



fUr elnen eritsprechenden aromatischen Rest .stcht/ in dem bis ' 
zu b Kohlenstof fatome durch Heteroatome, ausgewah.lt aus {der 
Gruppe Stickstoff/ Sauerstoff; Schwefei; Phosphor, crsetzL 
3ind, wobei die Bedlngungen so gewcLhlt sind, dass bei Tempe- 
rat.uren unter 200 '^C und Atmosphar end ruck keine expiosiven 
Stoffe entstehen und die Verbindung bestehend aus linearen 

« 

Peptiden und daran gebundenian erf indungagem^iSen Abgangsgrup- 
pen bei* diesen Bedingungen nicht hydrolytisch gespalten 
werden, 

Des weiteren kOnnen diese Abgangagruppen den naturlichen 
Kofaktor aiich fUr andere artifizielle Reaktionen • in vitro mit 

« 

Bnzymen der n.i dhtribosomalen Pcptidsyathetasen erseb^en. Rine 

solchc Reakbion ist die Kondensationsreaktion 7,ur KnUpfung 

einer L'eptidbindung, katalysiert durch die Kondensationsdoma- 

no (C-DomSne), die auch mit Thioester-gebundenen Substraten 
arbeitet • 



20 




25 



30 



Oberraschend und im Widerspruch zuiti Stand der Technik wurde 
gefunden, dass die Erkennung eines Substrates durch das 
jewoilige Bnzym keine Roll© spielt. Die vorliegende Erfindung 
stent soralt eine neue und fUr den Durchschnittsf achmann 
uberraachende Weiterentwicklung des in d^r US 2002/0192773 Al 
beschriebehen Verfahrens zur enzymatischen Herstellung makro- 
zyklischer Molekuie dar, bei dem gereinigte isolierte Thi- 
oesterase-Dom&nen (TB-^Domfinen, Zyklasen) aus einem PKS- oder 
NRPS-Multidom^nen system mit einem Substrat umgesetzt werden. 
Bei den in Frage kojnmenden Substraten handelt es sich urn 

> 

linearo Peptide und Lipopeptide mit 5 - 22 monomeren Bauein- 
heiten wie z.B. Aminosauren. Substrate sind beispielswelse 
Pengycln, Mycosubtilin, Bacillibactin, CDA, Surfactin, Ba- 
citracin Oder Syringomycin und weitere Substrate, die bereits 
in US 2002/0192773 Al beschrieban wurden, aowie Pxistinamy- 
cin, wobei die genannten Substrate zusatzlich eine erfin- 
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dungsgesmaiie Abqangsgruppe aufweisen. Einige dieser Substrate 
slnd nachfolgend da^^gestellt : 




Tyrocidiri (Arttiblotikum) 



BaciHlbactin (Sfderophorb) 



OH 6 6 J -^OH 

on 

Fengyoin (Ant'tfungUld) 




' * mi 

Surfacttn (Surfactant) 



MycosubtUin (AntifUngizld) 




Sydngonrrycin (Phytotoxin) 





Bioaktive Peptide 

HQ 

OH 




HO 

Struktur eines , Fengycin-Thiophenol Substrates 



a 




^ O 




10 Struktur eines Surfactin-Thiophenol Substrates 

Das erflndungsgemSlie Verfahren stellt im Verqleich zum Stand 
der Teohnik augh bei solchen linearen Peptiden eine Verbesse- 
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• rung dar, die bereits mit dea. Fachinann bekannten Methoden 
zyklisiert werden konnten, da das erf indungsgemafie • Verfahren 
die Reaktlonsqeschwindigkeit der Zyklisierung beschleunigt 
und /Oder- zu hOheren Ausbeuten des zyklischen Peptids f Uhrt . 

5 

Bei den in Frag© kommenden Enzymen handelt es sich urn gerei--- 
nigte isolierte ThioesterasG-Dom^nen oder • Peptid-Zyklasen aua 
NRPS- Oder PKS-Systemen, wie beispielsweiae den entsprechen- 
den PomSnen bzw. 2ylclasen von Fengycin, Mycosubtilin, Sacil- 
10 libactin, CDA, Surfactln, Bacitracin/ Syringomycin, Tyroci- 
din, Pristinamycin und alien tibrigen in US 2002/0192773 Al 
aufqefiihrten Peptid-Zyklasen, Thioestcrasen und gereinigten 
isolierten Thioeaterasen . 

• * » • 

• ■ 

15 Daa lineare Peptid enthalt proteinogene und nicht- 

proLeinogene i^minosauren in seinem RUckgrat. Eingebettet xn 
dieses Rtickgrat kOnnen auch Reste und / Oder funktionelle 
• Gruppen sein, die slch nicht von ArainosSuren ableiten wie 
z.B- gesattigte oder ungesattigte Kohlenstoff -Spacer . Die 

20 ifakuJtativ in daa Ruckgrat eingebetteten Reste und /oder. 
funktionellen Gruppen wurden bereits in US 2002/019277 3 Al 
beschrieben. Die erf indungsgemafie Abgangsgruppe wird dabei 
entweder an der C-terminalen Carbons Huregruppe oder einer 
Scitenketten-Carbonsaure angebracht. 

« 

Die erf indungsgemafie Abgangsgruppentechnologie kann zur 
Herstellung von Stof fbibliotheken fUr zyklische Peptide und 
Proteine verwendet werden, indem neue Substratvarianten 
strukturell bedeutsamer Molektile (beispielsweise Fengycinr 
30 Mycosubhilin, Syringomycin, CDA, etc.), die bisher keine oder 
nur geringe Aktivitat mit der herkOmmlichen Abgangsgruppe 
SNAC. zeigten, hergestellt und auf verbesserte biologische . 
Eigenscbaf ten (antibiotisch, antiviral, antifungal, cytosta- 
tisch) getestet werden.- Die Substratvarianten werden durch 
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kombinatorische FestphasenpOfptidsynthese hergestelit und nach 

der oben auf gefUhrten allgemeinen Voxschrift mit den neuen 

Abgangsgruppen versehen. Bevorzugt wird dabei eine Stoffbib- 

♦ 

iiothek fUr a.uf Zielzellen angepasste. Pepbidantibiatika 
hezgcsteilt, wobei 63 sich um zyklische Peptidantibiotika 
hande.lt, die mit Hilf e des" erf i ndungsgemaiien Verfahrens 
herqestellt wurden. 




Das erf iridungsmaJie Verfahren kann zur Heratellung von .Zykii-- 
10 sierangs-Kits ve'rwendet warden, die Mittel zur Kopplung 

erf indungsgem^iier ladungsstabilisierter ' Abgangsgruppen sowie 
PeptidT^yklasen bereit stellen, so dass lineare Peptide mit 
den bereit gestellten Abgangsgruppen zun^chsb zu erfindungs- 

• • • 

gemaften Substraten und anschliefiend mit den bereit gestellten 
15 Peptidzyklasen zu zyklischen Peptiden umgesetzt werden kon- 
nen. Dem HersLcilor des erf indungsgemaiien Kits ist aus seinem 
allgemeinen Wissen bekannt, wie er die einzelnen Komponenten 
de3 Kits, z.B. die Puffer, herstellt, formuliert und lagert. 




20 Die mit dem erf indungsgeroSfien Verfahren hergestellten 7-ykli- 

■ . 

schGn Peotide und Pro.tcine kSnnen als Arzneimittel fiir Fati- 
enten zur Therapie, Diagnostik und Prophylaxe von F.rkrankun- 
gen verwendet werden, bex denen bakterielle und / oder viraie 
Infektionen. auftreten." Die erf indungsgemMfien zyklischen 
2,5 Peptide und Proteine kbnnen, sofern sie cytpstatische und / 
- Oder immunsuppressive Eigenschaf ten besitzen, ferner als 
Arznelmittel fUr Patienten zur Therapie, Diagnostik und 

m 

Prophylaxe von Tumorerkrankungen sowie in der Transplantati- 
onsmedizin v^Jtwendet werden. Der Begriff Patient bezieht sich 
30 dabei gleichermalien auf Menschen und wirbeltiere. Damit 

• kannon die Arzneiiaittel. in der Human-^. und Veterinarmedizih; 
verwendet werden* Pharmazeutisch akzeptable Kompositionen von 
Verbindungen gem&fi den AnsprUchen kdnnen als Di- bis Oligome- 
re Oder als deren Salze, Ester, TVmide oder //Prodrugs''* v.orlie- 
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qen, sofern sie nach zuveriassiger medizinlscher Beurteilung 
keine UbermaBige Toxizitat, . Irritationen oder allergische 
Reaktionen am Patienten ausldsen. Die therapeutisch wirksamen 
verbindungen der vorliegenden Erfindung kOnnen dem .Patienten 
ais Teil einer pharmazeutisch akzcptablen Komposition entwe- 
der oral, rekt'al, . parenteral, intravenSs, intramuskulfir, 
subkutan, intracisternal, intravaginal, intraperitoneal-, 
intravascular, intrathekal, intravesikal, topisch, lokal 
(Puder, Salbe oder Tropfen) oder in Sprayform (Aerosol) 
vorabreicht werden. Die intra ven5se, subkutane, intraperito- 
neale oder intrathekale Gabe kann dabei kontinuierlich mit- 
tels einer Pumpo oder Dosiereinheit erfolgen^ DosierUngsf or- 
men fOr die artliche Administration der erf induhgsgemalben 
Vcrbindungen schliefien Salbcn, Puder, zapfchen^ Sprays und 
Jnhalationsmittel ein. Die aktive Komponente wird dabei unter 
sterilen Bedlngungen mit einem physiologisch akzeptablen 
TrSgerstoff und moglichen Pre'servativen/ Puffern, Verdtin- 
nungs- und- Treibmitteln je nach Bedarf vermischt. 



20 
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« « « 

Ausfuhrmi?3beispa.e3> 1: Heraiiallnng xmd Reinio unq dcs Fengy- 
ein-TliiopliettoX-Suba'tra'tea sbwxe Zyklisienanq 

5 Das lineare Fenqycin-Substrat wird zunachst nach standardrae- 
thoden der Peptidf estphasensynthese hergestellt. Die Peptid.- 
sequent lautet: Acetyl-Glu-D-Orn-Tyr-D-Thr-Glu-D-Ala-Pro-Gln- 
i;)_«Pyr-Iie-Gb0H. Im nachsten Schritt warden. 0,05 mMol des 
Peptides mit 0,1 mMol DCC, 0,1 mMol HOBt und 0,5 mMol Thi- 
10 ophenol yersetzt und in 2 ml THF gelbst. Das Gemisch rahrt 
fiir 30 min bei RT, und 0,05 mMol Kaliumkarbonat werden .ad- 
diert. Das Gcmisch rQhrt filr weitere.2,5 h bei RT, und darauf 
wirddurch Filtration fest^s DCH abgetrennt und das Lasungs- 
mittel am Rotatiorisverdampf ©r entfernt. Die Entschatzung der 

* 

15 Peptidseitenketten erfolgt fUr 3 h. in 2 ml 95% TFA, 2,5% 

Wasser und 2,5% Trlisopropylsilan • Das Gemisch wird dann in 
50 m3 ei.ska3ten Diethyl ether geschattet und der entstehende . 
Feststoff durch Zentrif ugation abgetrennt. Die Reinigung des 
Feststoffs erfolgt mittels prSparatisrer HPLC mit einer C^fl- 
20 Nucleodursaule (Porengr^Jfte 100 A, PartikelgrGfte 7 \xM, Durch- 
messer 10 mm, LSnge 250 mm, Macherey-Nagel) mit. einem Gra- 
dionten von 10% Acetohitril in Wasser/0,1 % TFA au£ 70 % 
Acetonitril in Wasser /9,1% TFA in 40 min bei einer Fliissrate 
von 6 m.l/min» Die Retentions zeit des zyklisierten Fengycins 

•25 (vgl- Fig. 1) betr&gt 19 min. Die Ausbeute betr^gt zwischen 
7 0 und 80 %. 
• • • 

Die Produkte werden mit LC-MS und MALDI-TOF Massenspektro- 

metrie auf Reinheit und Identitat (iberprtift- 

30 Ausf uhrungsbeispiel 2 : HeratQlltang Ulld Reinigung des Fonqy- 
c±n^Benzyl3iiereapt:an*Si3ba'bra'bea sowdLe Zyklisierung ^ 

Herstellung und Reinigung des Fengycin-Benzylmercaptan- 
Substrates erfolgten analog zu Ausfuhrungsbeispiel 1, wobei 
in Ausf iihrungsbeispiel 2 0,05 mMol Benzylmercaptan an Stelle 
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von 0,05 inMol Thiophenol' eingeseLzt werden. 
zyklisiert-en Fengomyclns betragt etwa 70 %. 



Die Ausbeute des 



10 




15 




Au 



3: Heratellwiq land 



5 genqycin- Subotratie sowie 



Fengycin wj.rd wie unter AusfUhrungsbeispiel 1 und 2 beschrie- 
ben mit weiteren erfindung^gemafien Abgangsgruppen umgesetzt. 
Dabei handelt ea sich um. 2-Mercaptopyridin, p-Nitrothiophenol 
■ und Pentaf luorthiophenol . Die ZyKlisierung dieser Fengycin- 
Substrate ergibt deutltch hOhere Anteile an nicht enzymatdsch 
katalysiertem Zyklisicrungsprodukt bzw. hydrolysiertem Peo- 
dukt als im Falle der Verwendung von Thiophenol bzw. Benzyl- 
mercaptan . 
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Tabelle 1. . 

Die llnearen Peptide Fengycini- Surfactin, CDA und Syringoiay- 
cin warden wie anter AusfUhrungsbeispiel 1 beschrieben mit 
Tniophenol umgesetzt und ansch.1 iefiend- eni^ymatisch zyklisiert 
Tab. 1 zcigt die Ergebnisse dcr masserispektr.onietrischen 
Messung der erhaltenen erf indungsgemafien Substrate. 




Verbindimg 


Spezics 


lonisations- 
methode 


Beobachtete Masse (berechnete 
Masse) (Da) 


Fcnfiycin' 
Thiophenol 


[M+H]" 


ESI 

• 


1361,40(1361,60) 


Suriactin- 
Tiuophenol 

"CD A' 
Thiophenol 


[M+H]"' 


ESI 


965,40 (963,49) 

m 


[M+H]* 


ESI 


1519,30(1519^) 

* 


Syringomycin* 
Thiophenol 


[M+H]" 

* 


ESI 

» 


1175,60(1175,54) 

• 
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[J^bildungslegenden ] 



Fig. 1: HPX.C der Reaktion von FenqyeinrThxophenol iftit der 
Pengycin-: 



10 




HPLC-MS mit einer reversed phase Cia Nucleodur S5ule (Macherey 
and Nagel, 250/3, Porendurchroesscr : 100 Ay PartikelgrOiiei 3 ^arti) 
mit: dew folgenden Gradienten: 0*35 min, 30-60 % Aceto- 
nitril/0.1 % TFA in WasserWasser/O . l' % TE*A; 0.4 mL/min, 40*'C. 

* 

1 zeigt die Kontrollreaktion mit einem mutierten (inaktivier- 
ten) Enzym. 2 zeigt die Inkubation mit dem nativen Enzym 
(aktiv) . Su Substrat, Cy « zyklisches Produkt., ' Hy = hydro- 
lisiertes Produkt . 



IS Fig, 2: HPLC der Reak-tion von Siar£a>ctin-Thiophenol Mit deg 
Surfaotin-Feptidzyklage 



20 




25 



30 



HPLC-MS mit einer reversed phase Cib Nucleodur S^ule (Macherey 
and Nagcl, 250/3,. Porendurchmesser;100 A, PartikolgrOfie: 3 pm) 
mit dem folgenden Gradienten: 0-35 min, 30-60 % Aceto- 
nitril/0.1 % TFA in Wasser/0.1 % TFA; 0.4 mL/min, 4D**C. 
1 zeigt die Kontrollreaktion ohne Enzym* 2 zeigt die Inkuba- 
tion mit dem natiVen Enzym. (aktiv). Su ^ Substrat, Cy = 
zyklisches Produkt, Hy « hydrolisie'rtes Produkt, (Cy) nicht 
enzymatiacb katalysierte Zyklisierung ilber eine Amino Seiten- 
gruppe in der Peptidsequenz an Position 3 (Dap). 

Fig. 3: Fenqyoin-Peptidzyklase 

5 pM der rekombinanten Fengycin-Peptidzyklase, die in vorher- 
gehenden Untersuchungen keine Zyklisierungsaktivitat mit 
konyentionellen SNAC- Substrat en zeigte, wird mit 100 pM 
Fengycin-Thiophe'nol far 10, 30, 40, SO, 60 min bei Raumtempe- 
ratur in 25 iiiM HEPES, SO mM NaCl- bei pH 7 in 50 pL Gasamtvo- 
lumen inkubiert. Mit dieser Messung wird der lineare Bereich 
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15 



20 



ftlr weltere kinetische Studien ermlttelt. Die Roaktionen 
werden durch Zugabe von 35 viL TFA (4.% in Wasser) gestoppt 
und auf der analytischen HPLC mit einer Cxe-Nucleodur saule 
(Macherey and Nagel, 250/3, Porendurchmesser: 100 A, Parti- 
kelgrOBe: 3 pm) mit dem folgenden Gradienten untersucht: 0-35 
min, 30-60 % Acetonitril/0 . 1 % TFA in Wasser/0.1 % TFA; 0.4 
mL/min, 40''C. 

Kinetische Untersuchungen werden zu verschiedenen Zeitpunkten 
box Subsbrat-Konzehtrationen von 50 pM bis 1000 viM durchge- 
fahrt und die kinetischen GrttBen Km und kcai aus der Linewoa- 
ver-Burk-Auftragung entnommen. FUr Fengycin-Thiophenol ergibt 
sich f<3r di.e ZykJ.isierungsr©aktion ein K„ von, 461 pM und cin 
kcac von 0#33 min'". 



Fig . 4 1 Surf aotJ-n-Pap-tldzyklase 

Im Falle der Surfactin-Peptidzyklaso existieren kinetische 
Referenzdaten mil: einem SNAC-Substrat , Im Falle von Surfac- 
tin-Thiophenol wird flir die Zyklisierungsreaktion ein von 
12 6 jJiM und ein kc^r von 5,6 min"' bestimmt, waa einem kcat/Km 
Wert von 0,04 pM"^ min"* entspricht, Verglichen damit ist die 
kinetische Effizienz von Surf actin-SNAC, reprasentiert durch 
den kcat/KM Wert 0,0029 pM"^ min"\ 14 mal niedriger als mit 
Surf act in-Thiophenol . 




25 F±a . S : CDA-geptidgYklaae 

Ein ^hnliches Ergebnis erhSlt man fUr die Zyklisierung von 
• CDA-Thiophenol mit der «Calcium Dependent Antibiotic^" Peptid- 
zyklase (CDA) . Der Km Wert fur das Thiophenol-Substrat be- 
tragt 10,7 pM, und der kcac Wert belSuft slch auf 0,21 min"**. 
30 Die kinetische Effizienz des Thiophenol-Substrates mit einem 
. kcar./K„ Wert von 0,02 pM"^ min'^ ist zehnfach grofier verglichen 
mit dem kcni/KM Wert von dem SNAG Substrat (kcarVKM =» 0,0021 pM 
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• Fl<y . 6 ; Syringoinyoin'^Peptidzyklase 
Im Falle der Syringpmycin-Peptidzyklase exist ieren keine* * 
klnetischen Ref erenzdaten mit einem SNAC-Substrat, da dies in 
vorhorgehcnden Experiraenten keine Aktivitat zeiqte. Xm Falle 
5 von Syringomycin-Thiophenol wird fiir die Zyklisierungsreakti- 
on ein Km von 32,9 \iM und ein kc^r von 0/805 min'^ bestiirant^ 
was einem K-^k/K^ Wert von 0/024 pM"^ min"^ entspricht. 

> 

Fig. 7: HPIiC der Reafefcxon von Stir£act;in-2-Tlliokge3ol ini.1i deg 
10 S-ggf ac-bin-Pept^idzyklage < 



HPLC-MS mit einer Jceversed phase Cia Nucleodur S^ule (Macherey 
and Nagel, 250/3, . Porendurchitiesser: 100 A, .PartikelgraJie ; 3 pm) 
mit dexti folgenden Gradienten; 0-35 min, 30-60 % Aceto- 
nitril/Q.l % TEA in Wasser/0.1 % TFA; 0,4 itiL/min, 40 '^C. 
1 zcigt die Kontrollreaktion mit einem mutierten (inaktivier- 
ten) Enzym- 2 zeigt die Inkubation mit dem nativen Enzym 
(akLiv) . Su - Substrat, Cy ■= zyklisches, Frodukt, Hy - hydro- 
lisiertes Produkt. 



15 



20 



Fig, 8: HgliC der Raak-feion von Sur£actin-4-M6thoxyplienyltliiol 
mit der Surfaotin-Pep-bxdzyklase 




25 



30 



HPLC-MS mit ciner reversed phase Cie Nucleodur Saule .(Macherey 
and Nagel^ 250/3, Porendurchmesser : 100 A, Partikelgr5fle: 3 pm) 
mit dem folgenden Gradienten: 0-3"5 min, 30-60 % Aceto- 
nitril/0.1 % TFA in Wasser/O.l % TFA; 0,4 mL/min, 40 ''C. 
1 zcigt die Kontrollreaktion mit einem mutierten (inaktivier- 
ten) Enzym. 2 zeigt die Inkubation mit dem nativen Enzym" 
(aktiv). Su =• Substrat, Cy = zyklisches Produkt, Hy « hydro- 
lisiertes Produkt. 
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l.Verfahren zur Herstellung zykli scher' Peptide, bei dem 

- cine PepLidzyklase mit einem linearen Peptid in Kontakt 
5 gebracht wird, 

- das linear e- Peptid einen Acylrest ©nthait, der durch 
eine chemiach mit diesem Acylrest verbundene nucleophile 
Abgangsgruppe aktiviert 1st, 

- der aktivierte Acylrest dcs linearen Peptide das Zentrum 
•10 . der eeptidzyklase selektiv acyliert, wobei die nucle- 
ophile Abgangsgruppe unter Bildung des zyklischen Pep- 

1 

bids abgespalten wird und 

- zyklischc Peptide mit Ringen aus mindesLens 5 Atomen 
gebildet werden, * 

15 . dadurc h oekennzclchnGt / dass 

- die nucleophile Abgangsgruppe, die mit dem Acylrest des 
linearon Poptids chemisch verbunden ist und diesen akt- . 
viert, ladungsstabilisiert ist und 

- die ladungsstabilisiertc Abgangsgruppe an die Acylgrup- 
20 pe der. C-terminalen Carbons^uregruppc des feptids ge- 

bunden ist . 

2. Vcrfahren zur Herstellung zyklischer Peptide gemafi An- 
spruch Ir dadurch qekennzcichnet , dass es sich bei den la- 
dungsstabilisierten Abgangsgruppen urn aromatische, hetero- 
25 aromatische oder araliphatische Verbindungen handelt, bei 
denen eine Hydroxyr oder Thiogruppe an eines der Ringatoma 
Oder an ein an das Ringsystem gebundenes Kohlenstof f atom 
gebunden ist. 

3 . Verf ahren zur Herstellung zyklischer Peptide nach ©inem 
30 der Ansprtlche 1 Oder 2, dadurch qekennze ichnet, dass es 

sich bei der Peptidzyklase um eine NRPS- oder PKS-Zyklase 
handelt, bevorzugt um eine gereinigte isolierta Thioeste- 
rase'^-DomcLne. 
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. verfahren zur .Herstellung zyklischar Peptide nach einem 
der AnsprQche 1 bis 3, r^^w^.nnzeichnet, dass das . 

lineare Peptid in seinem Rttckgrat proteinogene und / oder 
nicht proteinogene Aminosauren enthalt, wobei in das RUck- 
qrat auch Re^te einqebettet sein ktinnen, die sich nicht 
von Aminosauren ableiten. 

b. verfahren zur Herstellung zyklischer /Peptide nach einem 
der Ansprilche 1 bis 4, dadurch qe kennzeichnet, dass es 
sich bei der ladungastabilisierten Abgangsgrupp© urn eine 

Verbindung der Forme 1 




(I) 



handelt, wobei gilt: 
A = O, S 

und wobGi Rl. R2, R3, R4 und R5 unabhSngig voneinander sein 
kOnnen : 

-NO2, -CN, "F, -CL, -Br, -I, -CHaCi, -SO3H, -H, -NH3*/ " 
C(=0).l., -C(-'0)Het, -0", -Nl<!, -NH2, -OL, -OH, -NHC(=0)1., - 
OC(-0)I., -SL, -CO?-, -Alkyl, -Alkenyl, -Cycloalkyl, - 

> ■ 

Cycloalkenyl, -Heteroalkyl, -HGiterocycloalkyl, -Aryl, 

•^Heteroaryl/ 

wobei 

L «= -Alkyl, -Alkenyl, -Cydoalkyl, -Cycloalkenyl, -Hetero- 
alkyl, -Heterocycloalkyl, -Aryl, -Heteroaryl, wobei -Alkyl 
fUr eine Gruppe mit 1 bis 20 Kohlenstof fatomen un<i -Alkenyl 
fur eine einfach oder mehrfa.ch ungesattigte Gruppe mit 2 bis 
20 Kohlenstoffatomen steht und -Alkyl bzw. -Alkenyl linear 
Oder verzweigt sein kOnnen, -Cycloalkyl und -Cycloalkenyl fiir 
eine Gruppe mi.t 3 bis 20 Kohlenstoffatomen steht, die hetero- 
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10 




15 



20 




25 



cyclischen Gruppen fUr einen Rest mit 1 bis 20 Kohlenstoff- 
atomeri steht, worin bis zu 5 Kohlenstof f atome durch Hotero- 
atom© ausgewahlt au3 der Gruppe Sticks toff, Sauerstoff , 
Schwefel, Phosphor ersetzt sein kiinnen, Aryl fUr oinen aroma- 
tiachen Rest mit 5 bis 20 Kohlenstolf atomen und Heteroaryi 
ftir einen entsprechenden aromatischen Rest steht, in dexti bis 
2u 5. Kohlenstof fatoitie diirch Heteroatome, ausgewahlt aus der 
Gruppe Stickstoff, Sauerstoff/ Schwefel, Phosphor, ersetzt 
sind- 

6. Verfahren zur Herstellunq zyklischer Peptide nach einem 
der Anspa^vache 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet , dass es 
sich bei der ladungsstabilisierten Abgangsgruppe urn eine 
Verbindung der Fortnel 




(II) 



30 



handelt, wobei gilt; 

und wobci Rl und R2 unabhangig voneinander sein kOnnen: 

■ 

-NO:j, -CN, -F, -CI, -Br, -1, -QHzCl, -SO3H, " -H, -Nlla*, -NL3*/ - 
C(«0)Xi, ~C(«0)Het, -O", •"NL2, "•NH2/ -01., -OH, -NHC(^0)I*, - 
0C(-O)I., -SL,. -CO2", -Alkyl, -Alkenyl> -Cycloalkyl, - 
Cycloalkenyl, -Heteroalkyl, -Hetefocycloalkyl, -Aryl/. 
-Heteroaryi, 
wobei 

L « -Alkyl, -Alkenyl, -Cycloalkyl; -Cycloalkenyl, -Hetero- ' 
aikyi, -Heterocycloaikyl, -Aryl, -Heteroaryi, "wobei .-Alkyl 
fur eine Gruppe mit 1 bis 20 Kohlenstof f atomen und -Alkenyl 
far eine einfach oder luehrfach ungesattigte Gruppe mit 2 bis 

• * 

20 Kohlenstof fatomen -steht und -Alkyl bzw. -Alkenyl linear 
Oder verzweigt sein kttnnen, • -Cycloalkyl und -Cycloalkenyl fur 
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10 



Gine Gruppe mit 3- .bis 20 Kohlenstof f atomen steht, die hetero- 
cyclischen Gruppen fQr einen Rest mit 1 bis 20 Kohlenstbf f-. 
at omen steht, worin bis zu 5 Kohlenstoff atoms durch Hetero- 
a Home aasgew^hlt aus der Gruppo Stickstoff, Sauerstoff, 
Schwefel, Phosphor ersetzt sein kdnnen, Aryl filr ©inen aroma 
tischen Rest mit 5 bis 20 Kohlenstoff atomen urtd Hefceroai-yl 
fUr einen entsprechenden aromatischen. Rest steht, in dem bis 
zu 5 Kohlendtoffatome durch Heteroatome/ ausgewahlt aus der 
Gruppcs Stickstoff, Sauerstoff, Schwefel^ Phosphor, ersetzt 
sind* 




15 



Verfahren zur Herstellung zykllscher Peptide nach einem 
der Ansprtiche 1 bis 6, dadurch gcgkennzeichnet , dass b& 
sich bei der iadungsstabilisierten Abqangsgruppe um eine 
Verbindung der Iformel 




(III) 



.20 




25 



30 



handelt, wobei gilt: 

A = O, S und ' . ' . 

2 - O, S, 

und wobei Rl, RS, und R3 unabhangig voneinander sein k6nncn: 

-NOp, -CN, --r, -Cl, -Br, -I,'-CH2C1, -SO3H, -H, -NH^-*-, -NIi^*, - 
C(-^0)L, . -C(-0)Het, -O", -Nlia, -NH2/ -OL, -OH, -1QHC(=0)L, - 
0C(=^0)1., -SL, -CO2", -Alkyl, -Alkenyl, -Cycloalkyl^ 
Cycioalkenyi, -Heteroalkyl, -Heterocycloalkyl, -Aryl, 
-Heterparyl, • *. 
wobei 

* 

L = -Alkyl, -Alkenyl, -Cycloalkyl^ -Cycioalkenyi, -Hetero- 
alkyl, -Heterocycloalkyl/ -Aryl, -He teroaryl, wobei -Alkyl 

£Ur eine Gruppe mit 1 bis 20 Kohlensboff atomen und -Alkenyl 

■ 

* 
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10 




ftir cine elnfach oder mehrfach ungesSttigte Gruppe lait 2 bis 

■ 

20 Kohlenstof fatomen steht und -Aikyl bzw. -Alkenyl linear 
Oder vcrsiweigt sein kOnnen, -Cycloalkyl und -Cycloalkenyl fOr 
eine Gruppe mit 3 bis 20 Kohlcnstof fatomen steht, die hetero- 
cyclischen Gruppen ftir einen Rest mit 1 bis 20 Kohlcnstof f -: 
atomen steht, w.brin bis zu 5 Kohlenstof f atome durch Hetero- 
atome auagewahlt aus der Gruppe Stickstoff , Sauerstoff , 
Schwef.eJ , Phosphor ersetzt sein kannen, Aryl fur einen aroma- 
tischen Rest mit 5 bis 20 Kohlenstof fatomen und Heteroaryl 
fiir einen entsprechenden aromatischen Rest steht, in dem bis 
2u 5 Kohlenstof f atome durch Heteroatome, ausgewShlt aus der 
Gruppe Stickstofff Sauerstoff^ Schwefel, Phosphor, ersetzt 
sind. 



IS • 8 • 



Verfahren zur Herstellung zyklischer Peptide nach einem 
der Ansprtich© 1 bis 7, dadurch qekennzelchnet ^ dass es 
sich bet der ladungsstabilisierteh Abgangsgruppe urn eine 
Vefbindung der Formal 



20 




25 




(IV) 



handelt, wobei gilt: 
A = O, S und 

und wobei Rl,' R2, und R3 unabhangig vonainander sein kOnnen: 
-NO2, -CN, -w, -CI, -Br, -I, -CH2CI, -SO3H, -H, — NH3*, -N1.3"*/ • 
CC-OL, -C(^0)Het, -O', -NL?, -NHg, -OL, -OH, -NHC{=0)I., - 
OC(=0)I., -SIi, -COg', -Alkyl, -Alkenyl^ -Cycloalkyl^ - . 
Cycloalkenyl, -Meteroalkyl, -Heterocycloalkyl, -Aryl, 
-Heteroaryl/ 



30 wobei 
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1, - -Alkyl, -Alkenyly -Cycioalkyl, -Cyc3 oalHenyl, -Hetero- 

alkylr -HeterocycloaVkyi, -Aryl, -Heteroaryl,. wobei -Alkyl 

far eine- Gxuppe mit 1 bis 20 Kohlenstof f atbmen unci -Alkenyl 

fUr eine einfach oder laehrfach unges3t;tigte Gruppe mit 2 tois 

S 20 Kohlenstof fatomen steht und -Alkyl b^w. -Alkenyl linear 

odor verzweigt sein kbnnen, -Cycloalkyl und -Cycloalkenyl fUr 

eine Gruppe- mit 3 bis 20 Kohlenstof fatomen steht/ die hetero- 

cyclischen Gruppen fUr einen Rest mit 1 bis 20 KohlensLoff- 

atomen steht r worln bis zu 5 Kohlenstoff atome durch Hetero- 

10 atome ausgewfthlt aus der Gruppe SLickstoff , Sauerstoff , 

Schwefel, Phosphor ersetzt sein kOnnen, Aryl .fUr einen aroma- 

tiscben Rest mit 5 bis 20 Kohlenstof fatomen un'd Heteroaryl 

■ • 

fOr einen entsprechenden aromatischen Rest .steht, in dem bis 
2u 5 Kohlenstoff atome durch Heteroatome, ausgewMhlt aus der 
15 Gruppe Sfcickstoff, Sauershoff, Schwefel^ Phosphor, ersetzt 
sind. 



20 . 



9. Verfahren zur Herstellung zyklischer Peptide nach eincm 
der AnsprUche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet , dass es 
sich bei der ladungsstabilisierten Abgangsgruppe um eine 
Verbindung der Formel 





* ■ 



H 



(V) 



handelt, wobei gilt: 
25 A = O, S • 

und wobei Rl, R2, R3, R4 und R5 unabh^ngig voneinander sein 
k^nnen; 

-NOa, -CN, -F, -CI, -Br, -I, -.CH2CI, - SO3H/ -H, -NHi', -NL3*, 
-C<=0)I., -C(-0)Het, -O", -NLa, -NH-, .-OL, -OH, -NHC(=0)L, - 
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OC(^0)L, -Sli, .-C02"f -Alkyl, -Alkonyl, -Cycloalkyl, - 
Cycloalkenyl / •Heteroalky 1, -He torocycloal kyl > -Aryl ^ 
-Heteroaryl, 
wobei 

5 L =- --Alkyl, ^Alkeriyl^ -Cycloalkyl, -Cyclcalkenyl, -Hetero- 
aJkyl, -Heterocycloalkyl, -Aryl, -Heteroaryl, wobei -Alkyl 
fUr einc Gruppe mib- 1 bis 20 Kohlenstof f atomen und -Alkenyi • 
fur eJne einfach oder mehrfach unges^ttigte Gruppe mit 2 bis 
20 Kohlensto£fatomen steht und -Alkyl bzw. -Alkenyl linear 

■ * * 

10 Oder verzweigt sein k6nnen, -Cycloalkyl und -Cycloalkenyl fiir 
eiri.e Gruppe mit 3 bis 20 Kohlenstof f atomen steht, die hetero- 
cyclischen Gruppen fQr einen Rest mit 1 bis 20 Kohlenstoff- 
atomen §teht, worin bis zu 5 Kohlenstof fat ome durch Hetero- 
atoin© ausgewahlt aus dor Gruppe Stickstoff , Saucrstoff / 

15. Sohwefel, Phosphor ersetzt sain kc3nnen, Aryl far einen aroma- 
tischon Rest mit 5 bis 20 Kohlenstof f atomen und Heteroaryl 
. fiir einen entsprechenden aromatischen Rest steht, in dem bis 
2U 5 Kohlenstof fatome durch Heteroatome, ausgew^hlt aus der 
Gruppe Stickstoff, Saiaerstoff, Schwefel, Phosphor r ersetzt 

20 s.ind. 




10. Verfahren zur HersLellung eines Substrates und anschlie 
Bende Umsetzung dieses Substrates mit Peptid-Zyklasen zu 

> « 

einem zyklischen Peptid, wobei die Substrate lineare Pep- 
25 tide sihd, daciurch gekennzelchnet^ dass nacheinander fol- 
gende Schritte ausgefUhrt warden: 

m t 

- Versetzen der freien Peptidsaure mit einem den C- 
Terminus dor Peptidsaure aktivierenden Reagenz, einem 
Kupplungsadditiv und einer ladungsstabilisierten Ab- 

30 gangisgruppe in einem LOsungsmittei 

RUhren bel Raumtemperatur r 

- Zugabe einer Base und weiteres RUhreh bei* Raumtempera- 
tur , 

- Fil trier en/ 
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10 




15 



20 




25 



30 



- Entfernen des Ltisungsmittels, 

- Entschiit^en des PeptidS/ 
Zugabe einer Peptid-Zyklase^ 

- Reinlgung dea erhaltencn zyklischen Peptide. 

11. Verfahren zur Hexsteilung eines Substrates und anschlie- 
Bende Umsetzunq dieses Substrates mit Peptid-Zylclasen zu 
eine^n zyklischen Peptid gem^fl - Anspruch 10, dadurch qekenn- 
zejchnet, dass die Acylgruppe der C--tenninalen . AminosSure 
des linearen Peptide an eine Abgangsgruppe nach einem der 
Ansprtiche 5 bis 9 gebunden ist. 

12. Verfahren ?nr Herstellung eines Substrates und anschlie- 
flende Uitisetzung dieses Substrates mit Peptid^-Zyklasen • zu 
einem zyklischen Peptid gemSB Anepruch 11^ dadurch qekenn- 
zQj-chng,^., dass die Abgangsgruppe einen pKAr-Wert kleiner 
Oder gleich 10, bevorzugt kleiner oder g.leich 8 besitzt, 

13. Veirfahren zur Herstellung -eines Substrates und anschlie- 
Jiendc Umsetzung dieses Substrates mit Peptid-Zyklasen zu 
einem zyklischen Peptid gemaO nach einem der AnsprUche 10 
t>is 12, dadurch gekennzeichnot / dass als Aktivierungsrea- 
gonsi iQr don froien C-Terminus oder feine Seitenketten- 
Carbonsaure der PeptidcarbonsSlure DCC^ OCl, PyClop> HBTU, . 
ilATU, HOSu> TBTO, T3P, BopCl oder 3-Cl-l-Pyridiniumiodid 
verwendet wird« 

r 

14. Verfahren zur Herstellung eines Substrates und cLnschlie- 

m 

liende Umsetzung dieses Substrates mit Peptid-Zyklasen zu 
einem .zyklischen Peptid gemSfi einem. der i^nsprUche 10 bis * 

da du r ch _ geke nn ze i'chrie t / dass als Kupplungsadditiv 
HOBt, HOAt Oder HONE verwendet wird, 
15- Verwendung von zyklischen Peptiden gemSB einem. der 

AnsprUche 1 bis 14 zur Herstellung eines Medikaraentes zur 
Therapic/ Diagnostik und Prophylaxe von Brkrankungen, bei 
denen bakterielle Infektionen auftreten. 
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16. ycrwendung von zylclischen Peptiden gemau einem der 

AnsprUche 1 bis 15 zur Herat ellung eines Kits fUr die Her' 
stellung zyklischer Peptide. - 
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